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緒言 
 カルボキシルエステラーゼ（ EC3.1.1.1 
carboxylesterases）は、水溶媒中ではエステル化合物
をカルボン酸とアルコールに加水分解し、有機溶媒中
ではエステル結合を形成する反応を触媒する酵素であ
る。 
当研究室のこれまでの研究により、真性細菌である
Ralstonia sp. NT-80由来のエステラーゼ（Est80）は
ラ ク ト ン 特 異 的 エ ス テ ラ ー ゼ で あ る    
Pseudomonas fluorescens DSM50106由来のエステ
ラーゼ（PFEII）1)とアミノ酸配列の相同性が高いこと
が分かっている。また、PFEIIが膜関連タンパク質で
あることから 2)、Est80 も膜関連タンパク質と予測さ
れた。Est80は 50 ℃が至適活性温度であるが、熱に
不安定であり、50℃付近で活性が急激に低下する。こ
の問題に対し、本酵素に PCR エラーを利用した変異
導入を行ない、5 つのアミノ酸置換 （R29C, Q82L, 
R96H, N212D, R286H）が起こった変異エステラーゼ
（5重変異Est80、Mut417）を作製した結果、熱安定
性が11～12 ℃改善されている 3)。また、野生体（Wt）
及びMut417を可溶性タンパク質として発現・精製す
ることに成功している。 
私はこれら5つのアミノ酸変異をそれぞれ単独で導
入した変異体を作製し、それぞれのアミノ酸置換の本
酵素への影響を明らかにすること、及びEst80のタン
パク質構造を解析することを目的に研究を行なった。 
 
1.実験方法 
1.1変異エステラーゼの作製 
est80（wt）遺伝子が組み込まれたプラスミドであ
る pUC Li-7に対しQuickChange部位特異的変異導
入法を行ない、アミノ酸置換を導入した。
QuickChange部位特異的変異導入法とは、DNAを任
意の箇所にそのまま変異導入実験に使用できる方法で
ある。 
1.2熱安定性測定 
 pUC119 プラスミドに導入されたwt 及び各変異エ
ステラーゼ遺伝子が組み込まれた大腸菌 JM109 を
Isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside を添加した
LB 培地で培養した。その後、得られた菌体をリン酸
緩衝液に懸濁し、氷上で超音波破砕を行なうことで、
エステラーゼを溶出させた。各エステラーゼを各温度
（30-65 ℃）で60 minインキュベートすることで、
熱処理を行なった。熱処理後のエステラーゼを基質
（p-nitrophenyl butyrate）含む反応溶液に添加し、
30 ℃で10分間酵素反応を行ない、410 nmの吸光度
を測定した。熱処理温度が30 ℃の時の活性値を1と
した時の残存活性比を算出した。 
1.3比活性測定 
 精製したエステラーゼを基質（p-nitrophenyl 
butyrate）を含む反応溶液に添加し、Est80の至適温
度である50 ℃で10分間酵素反応を行なった。その後、
410 nm の吸光度を測定し、得られた値から比活性
［U/mg］を算出した。なお、Uの定義は 1分間当た
り1 molのp-nitrophenyl butyrateを分解する酵素量を
指す。また、Wtの活性量を1とした場合の各変異エス
テラーゼのRelative Activityを算出した。 
1.4添加剤の影響評価 
 精製したエステラーゼに各濃度の添加剤（有機溶
媒：40% or 90%、界面活性剤：0.1% or 5%、変性剤
urea：1 M or 5 M）を添加した溶液を、37 ℃で60
分間インキュベートする事で、反応を行なった。その
後、エステラーゼを基質（p-nitrophenyl butyrate）
を含む反応溶液に添加し、37 ℃で10 分間酵素反応を
行ない、410 nmの吸光度を測定した。添加剤無しの
活性量を1とした場合のRelative Activityを算出した。 
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2.結果及び考察 
2.1変異エステラーゼの作成 
 得られたプラスミドのシークエンス解析の結果、5
種の単一アミノ酸置換エステラーゼの作成が確認でき
た。 
2.2熱安定性測定 
 
R29C、R96H、N212D置換が熱安定性を向上させ
ることが確認された（それぞれ4 ℃、5 ℃、6 ℃の増
加）（Fig.1）。Est80の熱安定性に影響がほとんどない
Q82L と、低下させるアミノ酸置換である R286H
（3 ℃の低下）を除いた新たな変異エステラーゼ（3
重変異エステラーゼ、Mut3）を作成し、熱安定性を
測定した。その結果、Mut3はMut417と比べ熱安定
性がさらに約1 ℃向上した。 
2.3比活性測定 
Table.1 Wt及び変異エステラーゼの比活性値 
  比活性[U/mg] Relative Activity[-] 
Wt 447.41 1.00 
R29C 429.76 0.96 
Q82L 420.24 0.94 
R96H 487.02 1.09 
N212D 558.53 1.25 
R286H 368.17 0.82 
Mut417 700.63 1.57 
Mut3 923.43 2.06 
 単一アミノ酸置換エステラーゼの比活性値は、
R96HとN212Dは向上したが、その他は低下した。
加えて、Mut417とMut3の比活性値はWtと比べて、
それぞれ1.57倍、2.06倍増加した（Table.1）。熱安定
性が向上していた変異エステラーゼは比活性が向上し、
低下した変異エステラーゼは比活性も低下した。この
ことから、変異エステラーゼの比活性の変化は、アミ
ノ酸置換による熱安定性の変化による影響であると考
えられる。しかし、R29C は熱安定性が向上したが比
活性値は低下していた。Est80にR29C変異が起こっ
たことによって、ジスルフィド結合が発生し、タンパ
ク質構造は安定化されたが、柔軟性が失われた為では
ないかと考えられる。 
2.4添加剤の影響評価 
 7種の有機溶媒存在下におけるEst80の安定性を調
べた。Mut417、Mut3はWtと比べ、ほとんどの有機
溶媒に対する耐性が向上した。特に、methyl alcohol、
isopropyl alcohol、acetonitrile、tert-butyl alcohol40%
添加時での相対活性はMut417、Mut3ともに 2倍以
上向上した。また、5 Mのurea存在下では、Wtは活
性が失われたがMut417とMut3の活性は完全には失
われなかった。有機溶媒はタンパク質の親水性領域と
隣接する水を奪うことで変性を引き起こし、ureaはタ
ンパク質の水素結合をほどくことで変性を引き起こす。
これらのことから2つの変異体はWtと比べ、タンパ
ク質構造の疎水性相互作用が高いのではないかと考え
られる。 
 
3.結言 
 各アミノ酸置換エステラーゼや、これまでに作成さ
れていた Mut417 より熱安定性や比活性が向上した
Mut3を作成した。Mut3はMut417と同様に、ほと
んどの有機溶媒や、界面活性剤、ureaに対する耐性が
向上していた。 
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Fig.1 熱処理後の残存活性比 
